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RlNGKASaN DAN SUMMARY 
Resistensi insulin berpm &lam patogenesis penyakit DM. Pmdlsposisi dari 
mistensi insulin mempakan gabungan Faktor g-ik dan lingkmgan. Ad i sa  peran m9epJo1 
inrdinr (?r-Igflr-lrr)yang takait &tor genetik dan bubuRgaanya den* diabetes blab 
banyak dilakrtkan pacia hewan aba, p-cEIM pada Ir-Igflr-Irr pada individu yang 
sama menyebabkan sex-mver#ol dari tnale-fo-&aak seeam spoman, hal ini ketiga gen 
m q t o r  ini be- pada dfferensiasi sex. Selamg bi, sexual &s+mtion pads pendefita DM 
seialw dimum5San karma faktor lingtlngan bukm karena faldot gemtlk. Did@ga 
abnormalitas dmi gen lgflr, Ir, clan Irr secara simultPln behitan dengan wunl &#hcrfon 
yang terjadi pada DM. Tqjm peditian ini kelainan sex pada pmderit.8 DM bihany8 
muncul setelah maw  re^& atau dewasa, maka perlu dibuat suah~ markw spesifik sebgai 
alat deteksi diai, agar t i n d a b  pmentif bisa ctflakukm jauh sebelumnya. Penelitian id akan 
dhlakukan sew b a a p  selama 3 rahun diawali Pada trrhun perkma abalah tahap 
EdentiRkasi insulin ~eseptor family y m g  syesifik m g  ;lndon& yaitu dengan melaoak dan 
mengidentifikasi k e h ' i  gen Igfln, Ir dan Ia pada penderita DM demgien onset sexual 
dysfhcti i  
Analitsis sequensing baru d i M h  sebagian saapel yang diduga rnenunjukkaa 
kelainan, eepeni pada lampiran 4. Sampel DNA lainrry.8 akan dilakukan ,pda tahun kedua. 
H d  seqmna digmat untuk W exan 22 menunjakbn pasien nornor 8 den 35 yang dido@ 
memppunyai keldnan Cijumpai ada perbedaan dibanding dengan mien DMK9 dm kontrol 
normal nomor 11. BerdaJarltan aiippment sequenoe dari cDNA I W 1 R  susunan gen sampel 
nomor 8 dan 35 sama den* kmtrol nonnal aomor 1 1, sedang DMK9 sama &ngan kontrol 
nomor 12. Wmil alignment bRR gene SegLtenoe m e n n p e r l i i  k y a  pada susunan gen 
sampel nomor 8 rang te$apat perbedaan dibanding sampe! lain. 
Berdmkan database GeneBank gen hIR ada dua macam varian den- GeneID 
3643, pada krcrsdosom 19~13.3-p13.2 dan mempunyai 22 exon dengan panjsng wutan 
mRNA 4200bp, gea IGF-1R dengan GeneID 3480, pada kromosom 15q26.3 dm mempunyai 
21 exon dengan panjang urutan mRNd 4104bp, dm gen IRR dengm Gemem 3645, peda 
lamnosom lq21-q23 dan rnempunyai exon berjumlah 22 dm* paqjang gen 4148bp. Hasil 
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peneliticm ini pada exon 22 ditemukan delesi tunggal ~ d ' ~ ~ + ~ ~ s ~ ~ ~  dm 
difn Mmtsi tMk M.et'= dm ~ r p ' l " + ~ l a ' ~ ,  dan sumtusi tun@ pt& ~ e t ' ~ "  
+lsoim. Akibat delesi di dua tempat fang berdehtsn menyebabhn perubahan htmshiit 
suarruutn asam mino pada IR normal ada enam asa a r h  -Met k g  Met Cys TQ Glut- 
hasilnya menjadi r i a  asam amino - Cys Ala Sef Ala Gl;rt Suaunan polipeptida pada IR 
exon 22 ini merupakan baginn IR yang k d a  di sitoplasqw. Pe.rubahn hi diduga 
menyebabkan perubahtm bgs i  domain W ~ n e  kinase pada protein IR, mutasi pacia gen 
insulin weeptor exon 22 merapunyai p d l  genetik sindrome ymg berhubungan d e w  
misten insulin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
DAFTAR IS1 
HALAMAN PENGESAHAN ..,......... ...... ............. ..~. .................................... 
RINGKASAN DAN SUMMB,W 
...La.. i.,.,.:..., +rr..i...l..i ....-. ......... i.. ... .sr,..+ 4,.  I-.1.,, 
.................... ....................................... .... PRA.KATAI, , ..>.,.....  ,... ......,... 
DAFTAR IS1 ............... .,, ............ .. ..., ................................... ...,............. ........ 
.. DAFTAR TABW ... ,,:. .+. . ....................... .............................................. ..~, 
DAFTAR GAMBAR .................. 1.z.- .-. ...... ......... %.-..i..... ...... .... z.! i . a  .... A<. 
DAFTAR LkMPlRAN ..................................... ........ ,.................................... 
.. BAB I. PENDAHULWAN ..-. ...-.. ......... i...... .... ...... .................................. . 
BAB II. TlNlJAUAN PUSTAKA ............................,.!. . ......... .. ............ ... :. 
BAB Ill. T U J W  DAN MANFAAT PENEtlTlAM ............... ... ...... ...,................ 
BAB IV. METODE PENELITVAN ....... .....,.,... . ~ ;: ............ : .., ....,.. ... .,. ...... 
BAB V. HASlL DAH PEMBAHASAN ...................... ,, .. ... , ............................... 
BAB VI. KESIMPUW DAN S A W  ,..... ....... .,,. ...................... ..... ..<.,.. , 
........ DAFTAR PUSTAKA .. ................................... ....... ............................... 
LAMPIRAN 
ii 
iii 
iv 
v 
vi 
vii 
viii 
1 
3 
7 
8 
14 
116 
a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
PRAKATA 
AlhamUulillahir~bbiI'ahmin~ telah dapat diselesaikan penelitian bejudul 
'analisis kelainan Insulin receptor family sebagai penanda awal sexual dysfunction 
pada penderita DM' pada tahap I dengan pendanaan PHB enggaran 2008. 
Penditian mssih perlu dilanjutkan pada tahun kedw den ketiga untuk lebih 
melengkapi data-data yang lebih lengkap. 
Demikian, semoga hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai salah satu 
awan penelitian DM khususnya pada kelainan insulin receptor family. Tim peneliti 
DM mengucapkan terima kaeih kepada FMIPA UB, LSlH UB, RSSA SPF Penyakit 
Dalam. Lab. Biateknologi LIP1 Serpong Lemlit darl Tim Reviewer dari UB atas 
kerjasarna selama proses penelitian ini. 
Malang, 25 OMobes 2008 
Ketua Tim 
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BAB 1 
PENDAHULUAN 
Diabetes menghasilh ketidalaampum sel bera paakreas &lam mengatur level 
insulin dan menghambat hyperglycerniz Diabetes type I disebabkan h s a k a n  sel beta 
p d  yang disehsbkm oleh mekanisme immh, sedang diabetes type2 ini dierite oleh 
sebagiaa b a r  penderits diabdes, karena kmbimsi dari faktor genetik dan lftgkmgan. Pada 
DM -2, pmduksi W i n  ti* m&p1 atau penckdta kehilangan kmtampzlan 
rnenggunakan insulin yang ada s e u t ~ a  effisien. Beldagarkur W g a i  hasil pmelitisa 
menyebutkan bahwa insulin (IR) dan insulin growth factor type1 receptor (rW-1R) 
meregutmi dm proses kunci pada siklus kehidupan sel beta, kedw remptor ini berpan pada 
saat pte maupun post-natal dl saai pertumbuhan dan perkembangan suatu jaringan/organ 
(Acilli et al., 1W6; Joshi et a]., 1996; Kitmum et al., 2001). 
Tiga subfamily oersebut meliputi insulin receptor (IT), insulin-like gnnrfhfbctor fypl 
receptor &$IT) dan i&n *eceptor-reInted receptor (In). Aktivitas biologi dari Ir don Igflr 
melalui p m @ m  weeptor yang ada di pentrukaan sel, kedua meptor ini mwupakan @mine 
kymw (Tk-ase) yang mereguhi berbagai signaling ngway  mekdui serial aktivitas 
fosforilwi (sbvie~ ofpkosphuriltiwl c a d s ) .  IT dan IgfIr adalsh protein hdmtchmik 
yang tenliri dwi 2 iigmd*Birrding subunit-a dan 2 submit-j3 yang masing-masing memiliki 
&main Tk-ase. I ~ a i d l g f l  bisFdWIg pads exhacretIzJer Amain menginduksi autofosforllasi 
reseptor d a ~  mengahifkan aktivttes intrim& Tk-as?, sehiigga submit mqjadi substrat= 
phosphorylatted. Sedang heterodiierik dmi receptor IrNrr disktivasi deh insulih melalui 
signaling dari aktiuitas Tk-ase *perti h dan lgflr (Acilli et al, 1996; Kitamurn et al., 2081). 
Kehhm diabetes yang disebabkan oleh abnormalitas Insulin rec8ptor memang jaraog 
tetapi tidak berarti falctw ini bisa diabaucan. Kelainad pada re* ini itejdi kern- 
besar mempenganthi abnormalitas metabolik dari mubi bypwbulinemia, mudest 
byperinsuIinenEa dan blahan diabetes yang parah (Greenspaa and Oardner, 1QW). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Perubahan M sbuhr dan fire@ dari insulin reseptor didwga berkaih dengen insulin- 
resisten lipoatropic diabetes, mun$cin defwtkenrsakan terjadi pada proreceptor p&mVqV. 
TeUpi mekanisme ini belum jelas (Mashmi et al., 2004). 
Lapom dari jlrmal American W i c a l  Aosociation pada tahun 1999 antam lain dati 
hasil survei yang ~ r i u t i  1.749 wanita dan 1.410 pria yang be~mllr  18-59 tahun, 
menyebutkan bahw smul &s@ncrion prevalensinya lebih tin& pada wanita (43%] 
dibandiig pria (31%). Diabetes diduga menlpakan alah smtu War yang berpersrc w a d i  
4 dy&mctian inii kehLinan 8eksual karena diabetes didominapi pada pria tapi tidak pada 
wanita. Banyak pria yang mempunyai problem impotcnsi pula kisvvan umur 50-60 tahun atau 
lebih bus dari itu. Pada pria diabetes, problem impotensi t edq res i  pada pria h n g m  umur 
lebii mu& 10-15 tahun d h d i n g  den* pria tanpa d i i t e s .  Estfmasi iasiden d b t e s  
dengan imptend pada pria akan meningkat lebii dari 4646. Kemungkhn diabetes 
r n e n ~ ~  impotensi karena kerusakm s y m f  ateu pembuhrh dacah akibat pengaruh 
kandv~gan guh damh, hipertensi dan faktor lingkmpn s e w  komumsi akohol dan 
mmkok (Liklinic, 2UOQ Sedm&an k n a  fbhr genetik b e h  ada hjian s p e s a  untnk 
mengungkap ketidahmpuan sexual bagi pria rmwla di i tes .  
Berhswkm f i l l  penelitb dari Parada l n b o d u m  group (Nef et al., 2003), 
k-emumnan beJar peran divi insulin r e c q ~ t ~ r  @a penderita diabetes dapat mmyebabkan 
kela'han seksual. W&upua mekanisme hubmgan antara Wi dengan proses 
diIfkmdad gonad jantan beIW begitu jdas. Akan te$pi, kehinm s e W  pad8 penden'ta 
diabetes &bat perm dari insulin -tor family ini perlu @ji kbih dalm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB I1 
TLNJAJAUAN PUSTAKA 
alAwdefi~~-~hsetasaM i& &&i?s 
Data dari Departemep Kesehatan RI, yang dikutip oleh Menteri Kesehatan pada 
pembukaan Koaggres Nasional VI Persatuaa Diabetes Indonesia di Jakarta, 3 September 
2005, menpnglcapkan bahwa jumlah pasien diabetes rawat imp mupun mwatjlan di rumah 
sakit menempati urwtan pertsma dari selun& penryakit endokrio. Pen'tngkatan ini tenrtama 
di iba&w oleh pe-buhan populasi, pola makan yaag tidak sehat, prows penuaan, 
obesitas, dan perubahan gaya hidup sew gaya hidup sedenlaris (kutang olah raga). Dari 
survey ymg dI1- (rltfi kelompok studi diabes care Indonesia dipero1eh bahwa pasien 
diabetes type2 banyak d i i ukan  di beberpa puskernas Indonesia ~~ W ,  SDegondo 
dkk., 2001). 
Diabetes diielompddran menjd dua k e h p o k  Lleslu yaitu IDDM (W& &pendm 
diabetes medEihu) &u d i  type-] dan NIM) (non W i n  rLspdnt diubetes meih'tus) 
atau diabetes type2. Diabetes type1 sebggai a k i  kelainan genetis. Kelaiean genetl'k hi 
menyebabkan ke rudm sel-sel beta pankreas yeng disebabkan oleh mekanigme sistem b u n ,  
autoimmitas. Pmdaita diabetes type1 umumnya pula mass kecil makannya disebut juga 
s e w  juuen&-&ubebss'. Tetapi bile type1 ini muncul pada mat dewasa maka d iked  
sebasaj d i a b  t ip  1.5 atau LADA (Iutent Buroimum~e &kies b && kslreqa sisbem 
imun menyem$ sel-set beta padmas swra per1ahan-lahan s e h i  pmduksi i n d m  
menurun. Penderita diibtes type2 sebagai basil k o m b ' i i  falator genetik dan E~@ngaa 
D i h  type2 ini diderita oleh sew be= penderita diabetes, produksi insulin tidak 
me~cukupl atau mta kehilangan kemampm meygmdm insul'in yang ada seam 
emien. PenMta type2 didominasi p i a  parderita dew- diatas 30 tahlm, biasanyti d i d  
obesitas. Diebetes type2 fdadang juga sudah diderifa oleh anak-anak, kelompdc hi disebut 
MoDV (m'ry.omt d'abses of the pang) (Polansky et d., 1996, Sathiel, 24101). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2.2 OvenJnv i m e  ( r u t h  
Kerja insulin dfmdai dengan insulin berikatrw deagan seceptor insulin dan menanbus 
resepta pada permukaan s t .  Insulin l e c e p t ~ r  merupakan membran glpmpmtein )rang 
ternsun atas duo submit protein yang dikode ol& satu pen. Subunit protein ymg be= (BM: 
135.000) dkmal sew subunit alpha (a) terW extracelluler dan dspat b d h a n  d e w  
insutim. Subunit- a berikaQtn dengan subunit kecil (subunit-p, BM 95.000) dengen &m&k 
Ei-. Beta submit tale& menembus membran dan sitoptasma domain yang mmpunyai 
aktivitas sebagai tyrosine kise yang alcan mengawali rrdmelulerpthway (Mashami et a[., 
2004). Ketiga insulin receptor (IR-IGF-IR-IRR) scam mum beFbagi pew dalam &din 
signrdtrtg prrthwqv. P r o m m e e M m  dari ;hulk signaihg adalah bulb berikatm dengan 
abseIwler domain dari insulin -tor dengan mengubirh kodorm8si reseptor, moeptor 
~ o ~ h o ' y I a t i o n  da  tyrosi1scphosphwyIation dari substrat htra&* protein. Beberap 
signolfng pathway ywg diinduksi insulin meliputi iRnrliR pathwq~ mengkhhi 
pembentukw W-phmphodated imdiioI, mengakti&an j&ixpkc@yi~~~iitol lrlsphm&ate 
(PP3)-dperrle111 serim/tbonironi hme, &n memodulasi &tivita9 enaim; Grb2BaS 
pathway m e n g a d  &tiwitas Rar-signaling yang mengakikkm  el ,pr01iferasi, m e  
nmkman, ekspresi gen; dan protooncogen Cbl menpktitkan CrkLE-10 pdhway untuk 
mengstur translokssi +ose iwmporter melahi PIP3-I&pe&nl pathway (Nandi el d, 
2004). Melcanisme ini berkaim dengan glukosa uptake, sintesis glikogen, ekspresi gen target, 
survival set, anti*lipolisis dan sintesis protein pada s e l d  beta 
perlakuan pada gen tersebut saperti dengan cam gene-hockout, k$tmMown slooysis dm 
teknik yang lain. Kelaiaan d i i w  yang disebnbkan oleh abnormalitas inurlia receptor 
rn-g jarang t&pi tidak beraiti factor ini bisa diabaikan. W i  pada receptor hi tejadi 
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kemungtciiaan besar memperigwuhi abnormalitas mehbolik dai  mullai hyperinsulinemia, 
modest hyperbulimia dan kelaiw diabetes yang parah (Greenspen and Gardner, 2W). 
Perubtbn daFi stntlaw: f.ao hgsi dari insulin meptor diduga trerkaitan dengsn insurm- 
resisten lipoatropic diabetes, mmgkin defecvkerub pada prowcepror parhrty. 
Tetapi mekdsme ini belum jelss ( M a s h d i  et al., 2004). 
B e r d m  obsewasi $WaK8 -Pic @n$e@~Firtg p& yJlng btd~ dihihgb 
insulim receptomya pada W h s u l i n - l i e  pmfh fwtw aignaliug pntkwoy menunjukksn 
M w a  Ir dan Igflr meregulasi dua proses kunci dari keberadm gel-sel beta yaitu pmliferasi 
sel beta dm sekresi honnon. Kulkani dalam Kitamura el ol(2001) melaporkan tentang ablasi 
psda Insulin receptor (Ir) pada sel-sel beta pada d a d  rekombinasi spesifik mengakibatkan 
abnormalitas mgulasi glukasa dan kerusakan t o l ~ i  glukosa. Mencit $mp insltiih receptor 
( f ~ h k o u t  mice) lahii dan tumbuh nonnal(9W). s iwya mati karena &&tic kcrocrck&i&. 
F d p  ini mmgindikasikan bahm Ir pentkg u&k postnatgl homeosrslsis energi, tebpi 
h u b  untttk pertumbahan prenatal atau kontrol metabalik (Aoili el d.. 1%; N h  st al., 
2001). Pada tnmwia ymg ti& mwpunpi Ir m e m p e r l i  retdasi pertumbuhan 
iahurine yang panah, lipodi-pi dan hypoglikemia (None er d, 1995; lospa et al., 1996; 
Kadowaki et al., 19P.E). 
Mutagi i@r pada mencit maghasilkan embrio yaw tid& berkembang atau tekp 
keoil, mati -lab lsh'i karena kelainan respiretori dan hanya 45% yaog tmnbuh normal. 
Kombhasi m ~ i  mtara ir dm I@? depat me@bstkan kelelainan yang lebii pareh, ymg 
lahi normal lebih keoil dari 30% (Joshi et al., 1996; Liu et al., 1993). Tctspi berbeuta dengan 
kedua receptor. In knockout tidak mempukkan kelslinan dan b i i  tefap hidup normal tanpa 
perubahan fisiologis. 
Iden t imi  hibrid receptor drvi IT-Igflr dan Ir-h menghasilkan kompleksitas 
potensial sigwakling pada insulin -tar famity. Untuk mengetatrui lebih lanjut bib antara 
ketip reseptor itu dimutasi atat knockout bemma =am [n vivo pada mencit, Nef et al. 
(2003) telah berhssil melakub  ptrroobaen mi d a ~  seeam mengejutltan insulin receptor family 
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in] mampu mmginduksi testkub diyemnflarion yang rnana prosesnya tergantung pada gen 
ST-Y. Mereks ~ I i s ' i s  embrya m m ~ i t  umur 17.5-18.9 dpe (rkq,sp& m&) pada jWan 
dan betina dwi mutasi tueggal Ir, I N r ,  dan In, mutasi ganda lr-lgflr, tr-In dan Igflr-ln; 
serta triple mutasi Ir-lgflr-h. P& mutan tunggal dan gande sistem genito-urinary eabrio 
mencit berkemkg normal dm tidak ada kelainan pads diferensiasi testis, t&s seperti 
individu (XY) normal. Secam kontras, triple mutan embrio macit, £r=Zgfr?=Irr bock&# 
Bomozypte XY, tidak ada yang memperlihatkan fen* $mtatl Gomad dari triple knockout 
-rim msqtm family (XI? secara histologi sama dengan g o d  betha OM) normal. Dan 
dari hasil analisis mdekurler pada gun-gen m e t  yang terkait den* differensiasi testis, 
_ memwlihetkan bahwa rnarker scl s c d  testis (Mi, Sox9, dan DM) ti& tertltspresi di 
gonad XY triple mutan, menariknya marker $en-gen tqged spesitlk pada gonad W n a  
kmkspresi swam dornim, seperti Figa dan Wnt4. Lebih lanjtlt, dkspmsi dari p n  panentu 
jenis kelamii taki ST-Y jaub berkwang kunsentrasinya pada a d  XY triple mutan 
dibandiig gonad X Y  normal. Hasil penelitiaA ini dapat d i s i m p h  bahwa insulin receptor 
fbmi1'y bccpeann d a b  proses d i f k a w i i i  testis pada awal perkembangan embryo setrelura 
teajdrnya indiferensiasi gosad rnenjadi gonad jantan (XX) dan W n a  (XY), seperti juga 
beberapa gen pda kromosom autosomal seperti AAdABPfSF-1, Wt-1, G-4 Dax-1 dan 
lainnya yang berperan dalam mx-mwrsul male-to-@male (&enan and Capel, 2W). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB 111 
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 
Tdum PeaelMan 
Penttiti& ini bemtjuan sebggai bmjkut: 
a. Tahun I: Melaealt keiainen gen I@r, lr dm Irr chi penderita DM dan kontnil 
b. Tahun 11: MengthmkteFisasi abnormalitas gen-gen i n s u b  receptor fmYy yaitu Insul1"n 
gmwth factor r ~ p e l  receptor oar), k l i n  m p r  (fr) dan lasvlim recep@~-&d 
recaptor (I* dari penderita DM dm kmwl. 
G. Tahun IIk Menrbuat jwbe spesifik yang dilabel dengan z& non-radiaktif. 
M(UIW PM& 
a Menghasilb penanMm&er b a ~  spcaifik m g  Indonesia s e h i  dapat digumkan 
sebagai alat deteksi diii itelahan h l  yangd i a k i b t h  diabetes melitus 
b, Menghas ' i  tekni analisis molekuler yang akurat untuk deteksi pmdiabetik pacla anak- 
anak dan remaja. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAR IY 
4.1 IMetndn Penditian Tabun pertamn: 
I. Lokasi dan Tempat Penelltian 
Lokasi pewlitian meiiputi RSSA Nalang, LSlH UB, Beberap Klinik Medik di 
hrlalang, dm Lab. Bioteknologi LlPl Serpang. 
2. Pengajuan Ethk Cf-. 
Pengajuen ethic clearance ditqjukan Ice komisi etik penelitEso Wi  di Felrultas 
Kedobnm LTB. Pengmbilan m p l e  darah dilakukm setelah S e r t i h t  Layak Ebf 
diperoleh 
3. Pengambilm sample 
Pengambitan sample darah dan serum dari pasien penderita diabetes di b&an 
penyekit dalam RS. M I  Anwar Malmg. fkxlnn- s(u~pe1 kontml diambil dari 
non penderita diabetes. Perbandingan sampel antant penderita DM dan kon& 3:1 
(FatAiyah dkk., 1998). Semua sampel baik kantrol mawpun panderita diabetes a h  
disimpan di Maodstorage untuk dienalisa di laboratorium. Dan, sebelum pengm&lan 
sampel ~~ hsik ko~tro1 dan penderlta rtiinta men@si formulir "f&m 
Concern" kesediaan untuk diambil sampehya sesuai ketentuan Inrernotioml Scie@c 
Bi~erhks. 
4, Seleksi dan pengehmpokae $ampel penderita DM 
Seleksi dun peagelompokan uji sampel pendwita DM bedmubn data Mi dari 
bagh penyakit dalam RS. Saeful Anwar Mahg. 
4.1 Met& Analldm Lnbomforium 
1. Prosedur Pengamhilan darah 
Pengambilan dart& dilakukan oleh ptugas para medis yang ditunjuk. Sebelum 
melakukan pengambitan derah, tangan pemwat yang sudsh memkafn mkq tangan 
dhmprot dengan ethanol 70%. Pada pelipatan siku w a n  datW &en disterilkm 
dengan etbm1700/;. Jarum BD V i i n e r  pmi&iu&Iide ntuNt-sBmpl61g ddipasang 
terkbih da$ulu padm vacutainm 3 ml. Kemudim jannn dinawkkan pada pembuluh 
darah vena parifer responden. Sampel d a d  yang dimbil sebauyrak 10 ml dengan 
Finciannya adalah 9 ml d a d  ditampung pada 3 vacut&er-EDTA 3 ml seoara 
bergantian. Ikul 1 ml datah ditampung pa& spit 1 ml kemudh d- ke 
delam mimotitbe. %nnn dipisahkan dari ba@ dawh ymg lain unpk di$ip%n dan 
&analisis pada tahun kedua 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2. Isolasi DNA/RNA dad darah 
A. DNA dengan nuoleospin 
1. Siapkan rnicroluhe 1,s ml. beri label sesuai den* -or sampet 
2. Masulbn 200 pl datsh kedalam mj.& 1,s mL Tam- 25 pl 
Roteinase-K, lcemodiirsn dicsrnpur rat.& Tambahkan 200 p1 Lysis Buffer B3 ke 
ddam =pel dan vmkx ~~ d q f n  sempmna selama 20 d&. 
3. Sampel diiurkubasi pada suhu 70°C selmei 30 d t  (setiap 10 menit divortcx) 
4. Setdab idhlbasi selesai, tambahkm 210 pl e t h a I  absolut ke dalam masing- 
masing sampel dan vortex kmbdi s e h a  20 detiik. 
5. IEntuk msbg-mas& s ~ ~ p e l ,  ambil satu M~~~leo&in@ Blood C o l ~ m  yang 
telah diletakkan d a h  CoUwion Tube (2 rnl) dm mmukkan sampe! ke &lam 
Nu&dp&iB Blood Colwnn. Sentrike pada kecepatan 15.000 qm, d u  4OC 
s e l w  1 menit Jilta sampel belum tersarhg sempumrm maka ulangi sentrike 
dengan keceptan yang lebih besar. BYang Colleciior Tube be- c a h  yang 
ads didahya. 
6, L&kkan NrteleoSpi& Blood Column dalam Coffeetion Tu6e bant (2 ml) dm 
tambabkm 500 pl Buffer BW. Senhjfuse pa& kecepatan 15.000 rpm, suhu 
4% selama 1 rnenit. Buang Collection %be beserta miran yang ada d i h y a .  
7. M i  Collecron Tube (2 ml) dengan yang baru, ktakkan N d e E A g ,  Hoad 
C o l w  dan tambahkan 600 pl Baffea B5 (Buffer B4 wmmmte: Etheaol 
absolute = 1: 4). ~~ pada ~~ 15.000 rpm. suhu 4'C selama 1 
menit. Buang cairaa yang adad5 dalam CdIee th  Tube. 
8. bt&m kernbsli NucIeoSpM3 Bbod Calm &darn CoElecrion Tube. Untuk 
menghihgkan sisa ethsnol pada membrm silica, semifuse pa& keoeparrur 
15.000 rpm, sPlhu 4'C s e h a  1 mnit. 
9. Letakkan NucIeOSpimB Blood C o h m  d h  miemtube 1,s d dan tam- 
100 pl prewamcsd Elution Buffer BE (70%). Bu%r d i i  hgsuug & 
tangah-@@I membran silica Kemudian dPinkubasi suhu ruasg sclama 1 
menit. Sentrifose @a kecepkm 15.000 rpm, suhu 4OC selama 1 me~it. 
10. Sempel DNA ddam Elution Buffer BE y a ~ g  d i i l e h  W i p  dalm frezer 
-2W utuk analisa selanjutaya 
B. RNA den* aucleaspin 
I. Siapkan miwo&be 1,s ml, beri label sesd den* nmor sampel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
2. Mmukkan 200 pl dad kdalam rnicmtde 1,5 mi. Tamhhkm 350 pl Buffer 
RAI dm 3.5 pl Pme~iaptoethanol, )cemudii vortex o ~ m p u m  dengan 
sempuma selama 20 detik. 
3. Untuk mevgurangi kekentalan dan m e m b e r s h  1- masukkan slsnrpal ke 
&lam NwteoSpi& Filter Cohunn (ring berwama ungu) ymg telah diletakkan 
&lam ColleeZian %be (2 ml) dan sentrifuse pa& kecepatan 15.000 rpm, mhu 
4'6 tielama 1 nrenit. Dab beberapa kasus jib *pat pellet maka P$1* 
supernatant ke daIam micmbe 1,5 ml baru. 
4. Busag NwIeaSpt& Filter C o l m  dan tamhahltan 350 pl ethsnol 70% dan 
homogenkan dengan cwa pipeting sebanyak 5 kali. 
5. Unndc mesing-masing sampel, ambil sstu ATwleo&it@ RNA II Colmn (ring 
berwarna binr muda) yaag tekh diletakbn d a b  CoSection Ttrbe (2 ml). 
Pipeting &sate wbanyak 2-3 kali dm mmkkan &sate ke ddam N d @ d ! @ @  
RACA ZI C o l m .  SenflSfuse pa& kacapatan 15.000 rpm, suhu 4W selama 30 
detik. Letakkan Nw~aoSplrsQS RMA I1 Calwmrr dalm C @ & C ~ M ~  Tide banr (2 
ml). 
6. Tambahkan 350 pl MDB (hfembrane Desalting Buffer) dsn sentrifuse pa& 
keoepatan 1S.000 suhu 4OC s&iama 1 wnit (mtJr rnengethgkan 
mabran) 
7. S t a p h  D N w  Feection mktw dahm microtube steril 1,5 mL uaWk rmtsing- 
mesing sampel: tam- 10 p1 reconstiaded rDNase ke &lam 90 pl 
Reaction Buf' for rDNase, Hcqnogenkan dengm crva tsbuag dimix den* 
jari 0Iick'~g). 
8. Masukkan 95 pI DNase nactioa mixture langsung ditengah-tengab membran 
silica column. lnkubusi pada suhu ruang selama I5 menit 
9. Tambabkan 200 pl Buffer RA2 pada Nu%teoSpt& RNA U Column, Sentrlfuse 
pada k v t a a  15.000 rpm, sllhu 4'C sela~na 30 detik. B w g  airas pada 
Co&cricm nrbe. IAakkau kembali Nucl-rn &MA B Cotrtiw dalam 
Collection Tube (2 ml). 
10. T m b m  250 p1 buffer RA3 pada N&@in@ RNA U Colwm. SeHrZuse 
ptrda kecepatan 15.000 rpm, suhu 4T s h  2 m d t .  L&akkan NwleoSpiwE 
RNA IT C o l m  ddm Muckme-fiee Caflection lLbe (1.5 ml, terseilia &lam 
kit). 
11. Lrvutkrm RNA d&m 60 pl RN888-free water [tersedb dalam kit) dan 
sentrifuse pada kempatan 15.000 rpm, suhw 4°C selama 1 m d .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
12. RNA dalam RMase.f%e water yang diperoleh d i s i m p  &allam Freezer -2@C 
untuk analis S t h j m y a .  
3. Andisis PCR dengan primer spesifi dari IR family 
Ampikasi DNA F R )  d i l ah lm  dengaa mktode PCR stdar, dendengen tht C3ehcAmp 
PCR Sy-s 9700 (Applied Eosystems]. hagrem disesu~iiuvl dengan geae W t  
d e n w  menggudm primer spesifik sesuai target y a r ~  db~apkas. 
4.' Dot-blot hybridization 
A. Aplikasi a h  menempelkan DNA hadl PCR terlabel Biotin pa& inerntrrrtn Nylon 
Hybond N+ 
a. 5 pl DNA hasil PCR terlabel Biotin didemhasi selama 10 menit pada suhu 95OC. 
kemudhn segera ambil microtube 4 2  ml dm dmasukksn &lam ie bath untuk 
mencegah mamealing. 
b. Mabran Nylon Hybond N+ dipasang  pad^ d o t - b e .  
c. Sebanyak 1 pl -1 DNA terlabel Bigtin ~ t e ~ ~ f  diapl ikash pada dor- 
blotter. 
d. Dot-blottee d i i b w g k ~  dengan mum =lama 15-30 menit sampai aclnua 
sampel menempel @a membm Nylon H b d  N+. 
e. Smpel d i i i l i d  d e n ~ n  ~ a n r  mengimkubasi Nylon Hybond N+ dalam wen pada 
suhu 100% s e h a  30 menit. 
f. Memtwcm Nylon Hybond N+ d i f i d d  d a b  DW bebempa menit pada suhu 3 p ~ .  
A. Visualisasi DNA hasil PCR tetlabel Biotin r n e n g p d m  SA-HRP dan AEC 
a Mmbran Nylon Hybolld N+ djmaevkkan ire dalm kmmg plastik klip yang 
M s i  SA-HRP ( s t r e p t s v i d i i - h d s h  peroxidas) 1 : 1000 &lam b e  SA- 
HRP (0,01N TrisC1 pH 7,4 ; 0,05M NaCI). di iubas i  selama 5 jam pada 
man%. 
b. Membran Nylon Hybond N+ di~uoi dhm PBS 2 x 5 menit 
o. Membran Nylon H y b d  N+ dhnasukksR be &lam b t o n g  p l d k  klip, 
kesnud'i ditmbak 10 mt AEC (aminwthybrbamle~ d i i i  pada JPhu 
w g  selama 30 menit atau drrbentuk warm memh. 
St& ml&n ARC: 4 g AEC d ' ~ t k a n  dalam 100 ml dhethylfonnamide @m. Stok 
solution s$$il &lama 1 rahm pacfa suhu ruang. Sebelem dipakak 0&7 ml AfiC stok 
solution sitpmbah 10 mi 0,lM Sodium Acetate (pH 5,2), d k h r ,  k b a h  lOpl 30% 
H-& &n d1sariag. 
d. UnZuk mengheMikan rsaksi, membram dii..lci &lam PBS 2x5 menk 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
e. Membran dicwci dengan DW, kemudiaa dikahgbn.  
B. Dot Bbt DNA/RNA 
I. I ng sampe~ DNAIRNA di&mmd s e h a  10 mmit pada &u 9s0c, kemudii segera 
ambil microtube 0,2 ml d m  d i m  d a b  ice bath untuk menoogah reamding. 
2. Membcan Nylon Hybond N+ dipasang pada dot-blottur. 
3. Dengrur mengunakan m b o p i i  sebanyak 1 pl m p e 1  DNA diilikadcan pada rlor- 
Qlotrer. 
4. Dot-blotter d i h u b u n m  dmgm vacmpuny, &ma 15-30 menit sgmpai semw %impel 
menempel pada membrrin Nylon Hyhnd N+. 
5. Simpel diimobilisasi dengan cam menginhbaai Nylon Hybwd N+ &lam oven pda 
suhu 1 OO'C d a m  30 menit 
6. Membran Nylon Hy%~d N+ dirahidraal d a b  DW beberap mait  pada sutllu 3 7 0 ~ .  
C. Pwhibridisasi 
1. Membran Nylon Hybond N+ tetap berada di dot blotterv d i W  50pl 2x SEC (SSC 
dikondis%terkbih Wulu pada suhu 60%). 
2. Membcan Nyhn Hybond N+ diiiubasi ddm waterbath pads suhu 65 OC sekm 1 jam. 
3. Dot Blotter ditutup deggan albmpnimn foil. 
D. Hibridisasi 
1. Larutan prehibridisiisi dibuang 
2. Lamtap h i W d  (nmgamhg DN6 terlabeI) sebanyak 10pl dimasubu ke d a b  
lubangd mashg-maing aampe;l pada dot blotter, kern& d i i i u b d  pada pada 8uhu 
aOc setlaana IS mcnit 
3. W i i s a s i  dilalrukan selama 2 4 j m  dalm waterbath pads suhu 600C 
4, M m b w ~  Nylon Hybormd N+ hasil hibridisasi dicuci dRlgan 2x SSC, SDS 0,1% pada 
suhu 65°C selama I5 menit. &nwcii d i h g  ~IUS kali pa& lroadisi yspg sama 
V k u W  DNA te&W Biotin mengunskag SA-HRP dm A6C 
1. Membm Nylon Hybond N+ tetap b e d  di dot blotter, hmbahn 10pl SA-HRP 
(wtavidin-horseradivb p e r a h )  1: 1000 buar SA-HI@ (0,OtM TFisCl pH 
7*4 ; 0,OM NaCI) d a h  masing-rrmging l u b e  -1 pada dot blotter, diinkubasi 
selama 1 jwn pada suhu r r~ang.  
2. Membran Nylm Hybond H+ dicuci dakm Pl3S 2 x 5 menit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Membran Nylon H-d N+ kemudian ditamhsk lOpl AEC (minoethylcarbazde) dddrrlam 
masing-masing lubaug sampel pada dot blgtter, diinkubas'i pa$a suhw m p  selama 30 
menit atau tffbontltk wama me&. 
51ok sd~tion AEC: 4 g AEC dthvthn  dalam 100 ml dirnethylFommaide (Dm. Stok 
solution stsbil =lama 1 tahun pada snhu rrpang. Sebelurn dipkai: 0,67 nrl AEC stok 
solution sitambah 10 ml0,IM Sodium AFetate (pH SJ), distlrer, ditambah lOpl 30Bh 
H29 disaring. 
Unrwk mepghkntbn mkdL m9n dicuci dalam PBS 2x5 menit. 
Membran dicwi dengcur DW, mambram Nylon Hybond N+ dilspas dwi dot bbtter 
kmudian diketiHglran. 
5. DNA Scqumoing ng-gen IR Family 
Sequencing di lakakan di lab. Biokkwlogi LIP1 serpang, dengan mengguuakan ABI 
Prim Sequencer (Applied Biosystems) dan OeneAmp FCR Systems 9700 (Amlied 
Biosystems). Cam Kerja yang dilgkukan adalah: 
a DNA mpel darah yang digunakan mempunyai konwtrasi 50-200 ng 
b. Sebelum sequencing Wukan amplifikasi DNA dengan oampuran &i PCR 
melipu&i 8.0@ Terminator Read &action Mix, 50-200 ng DNA template, 3.2 pmol 
Rimer Spesific, dH2Q total volume 20 pl. Campuran dimk dengap vortex 1 min, 
dan spiudowtl dengin mid sentrifiw, kmudian dilakulcan PCR 
c. PCR diLejakan d c n p  program PCB sebagai bertkut 25 cycles dmathmi 980C 
=lama 10 detik, annealing 50°C selama 5 detik, dan extentbn 60 % selama 4 
menit. 
d. Hasil dmumikan dengan w a  semw PCR solution ditambah 125mM EDTA, 
lnix dan dittunbah 3x vol. E k o i  absolut, mix, inidmi di &u ~uang 15 m d t .  
Kemudian ihtse dengan kapatan t 5.000 qm, ;temp. 4% selama 20 rnenit. M e t  
yang dipaoleh di$unbab 70% Eithanol, mix gentle, dan d f u s e  dengan 
kewpatan 15,000 rpm, temp. 4W selamg 5 menit. Dry-up 5 menit. 
e. Pdet ditgmbah 25pl Bu& seqwnoing, kemudtan vortex 20 detik, mix dengan 
jari, inlnrhasi 2-3 min, kaudian PCR tube dipanadcag dengan air mendidi 
selama 3 menit, hgsung madbn on ice 5 min, spindown. 
P. Fin* semw lamtan ke scquenchg tube, U a n  seqming dengan ABI 
Prism Sequencer (Applied Biosysms). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
DAB V 
HASlL DAN PF,MBAHASAN 
Hasil penelitian tahun prtama telah dipemleh sample damh dari 40 sample DM 
k o m l  dan 21 sample DM dari RS. SMul Anwat, Malang. Hasil amplif-i DNA dengan 
anlisis PCB (tabel I, Impban 1) menunjukkan bahwa untuk gem lnsutin receptor CIR) telah 
dimplikasi 69 sample 20 dkintaranya pasien DM memperlhEkan hasil untuk gen hW exon 
14 : 2 homozygote dan 25 heterozygob, gen IR exon 21 : 23 homozygote clan 7 heternmote; 
dan hiR Exon 22 : 27 hmmosygote dan 4 heterozyg~te. Untwk level h.anskripsi GENA Insulin- 
like gmwlh fator 'type 1 receptor (IGF-I R) menunjukkan basil 16 homozygote dm 10 
heterozygote. Sedang hadl a m p l i  gene insulin receptor-related recaptor w) diperoleh 
hasil3 homozygote dan I I hetanzygote. 
Pada beberapa m p e l  yang didusa sebagai pwk.n DM dengan kelainan seksual 
menunjukkan hasil untuk gen IR exon 14 pctsien 8 mempanyai profile hetemygote, sedang 
pasien notnor 7,20,35 belum didetsrminasi. Pada profile gen IR exon 21 terlh 8 adalah 
homozygote sedang 7,20,35: belum diiteminasi. Profile gen W exon 22 pada sample nomor 
8 dan 35 menunjukkan profile homozygote, 20 pmfile gen hetermygote, dan sampel nomor 7 
belum diteminasi. Pada cDNA IOF-IR, hasil ampi i fh i  kelompok pasien hi 
memperljhatkan pasien 8 memp~inyai profile homozygote, sedang nomor 7, M dm 35 profile 
heterozygote. Untuk gen IRR hasil identifikasi adalah mien I W m  didetemrinasii dan 
pasien nomot 8,24 dm 35 prifil gen heteroygote. 
Analisis sequensing barn dikkukan sekgian m p e l  prig di+ menn+kbn  
kelainan, seperti pada lampiran 4. Sampl elk l a h y a  akan dilakukan pada tahun kedua 
Hasfl sequence alignent untuk IR exon 22 m e n u n j u h  pasien noamor 8 ha 35 yang did- 
mempunyai kelainan dijumpai &fa pubedaan &banding den* pasien DMK9 dm kontral 
normal nomor 11. Berdasarkap alignwnt sequence dari cDNA IQF-1R susunan $en sampel 
nomor 8 dm 35 sama dengan kontrol normal nornor I I ,  sedmg DMK9 same d m  kmtrol 
14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
nomor 12. Hasil alignment IRR gene sequenee memperlhtkan hanya pada susunan gen 
sempel nornor 8 yang tentapat pbeckn dibandiig vmpl lain. 
R q t o r  insulin terbagi dalm tiga subwli grotvffijbctor receptor tymines kinme. 
Tlga subfamily tersebut meliputi insulin w p t o r  (IT), insulhlikc gnnvrh jkm rrpel 
receptor (Igflr) &n inrwlin recegtor-re!&& recepw (Irr). %I yang menarik, meskipun 
struktur dari ketiga receptor ini sangat tin@ kesamaannya, tetapi berkrlcan folngsi kkda 
satu dengan gang lain (Shier and Watt, 1989; Nakae ed al., 2001). I d h  receptor -g$i 
untulc metabol i i  energi, dan im111in-lik gmvfi ,&tor lygel lamptor beqmm &lam 
penumbuhan. Dan hanya Irr belum jelas fungsinya, receptor ini tidak biss berikatsn dengan 
insulin -pun inrerliwlikepe@&s dan terlokalisasi di sel-sel beta (Kitamma et al, 2801). 
Berdesaskarl database Genebnk gen hlR ada dua macam varian dengan -ID 3643, 
pada w o s o m  19p13.3p13.2 dan mempunyai 22 exon dengan paujang urutan maMA 
4200bp, $en IGF-I R dengan GenelD 3480, pada Ycromosom 15q26.3 dan mempunyai 2 1 exon 
dengan p m h g  urutan mRNA 4lQ4bp, dan gen IRR dengan GeneID 3645, pada kromosom 
lq21dq23 dan mempwnyai exon berjumtah 22 dmgan panjag gen 4148bp. H d  penelittian 
ini pada exon 22 ditemukan delesi tunggal ~ e t ' ~ ~ + ~ ~ s ' ~ ~  dan ~ l u t ' ~ + ~ l ~ ' ~  dan muatsi 
tit& ~ e t ' ~  +~er'% dan ~r~'~*+Ala'" d m  substitusi tunggal pada ~ e t ' " @  t so'^ 
Akibat delesi di dua tempat yang berdekam menyebabkm pembahan ftam&bift Susunad 
asam amino pads IR normal ada enam asa mino Met Arg Met Cys Trp Glut- hasilnya 
mea#u!i litna asam amino - Cys Ala Ser Ala Oly-. Susunan polipeptida pada IR exon 22 
ini menrpakan bagian IR yang berada di sitoplasma. Perubahan ini diduga menyebabkan 
pe~bahan hngsi domain tirosine kinas pada protein IR [gambar 4 1-an 3). W w a k i  
dkk (1990b) melaporkan bahwa mutasi pa& gen insulin receptor exon 22 mempunyai pmfil 
g d i k  dnbrome rang berlwbungan dengan resisten insulin, demikian pula mutasi pada 1R 
exon 14 (Kodawaki dkk., 19%). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB V1 
KESIMPULAM DAN SARAN 
1. Kesimpulan 
Pada penelirian ini telah diidencifikasi beberapa tifik mutasi pada gan-gen IR fafnily, 
seperti pada gen IR exon 22 ditemukah delesi tunggal ~ e t ' ~ ' 9 5 ~ y s ' ~  dan 
O I U ~ ' ~ + G I ~ ' ~ ,  dan muatai tEtik ~ e t ' ~  +~er '=  dan ~ r ~ ' ~ + ~ l a ~ ~ ~ ~ ,  dan ~ e t ' ~  
~ l s o ' ~ ' @ .  Akibat delesi di dua tempat yang berdekatan menyebabkan perubahan 
frameshitl susunan asam amino pada IR normal ada enam slsa mino -Met Arg Met 
Cys Trp Glut- hasilnya menjadi lirna aslum amino - Cys Ala Ser Ala Oly-. Susunan 
polipeptida pada IR exa 22 ini rnerupakan bagian TR yang berada di sitopkrna 
Perubahan ini diduga menyebabkan perubahan fungsi domain ticosine kinase pada 
protein IR. 
2. Saran 
Analisis sequensmg barn dilakukan sebagian karuna keterbatasan dam dan jumlah 
sample DNA, oleh karena itu sequensing hanya dilakukan pada sebagian sampel yang 
diduga mknunjukkan kelainan. Sampel DNA lainnya &an dilanjufkan pada tahun 
kedua Perlu dilaRjutkan identiflkssi tipe dan let& mutasi pada tahun kedua umuk 
lebih detil mengindetifikasi penyebab kelaim sexual pada pendwita DM orang 
Indonesia Hd ini penting untuk pembuatan probe yang spscifk orang lndaesia. 
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Lampiran 1 ProfiZgen don Uruta~ primer 
Tablel. Genes Profile IR Family 
IGF-1 Receptor EL 
equense far 1R Fan 
Pekrrer Mlna 
hlNZRjntl3-F 
FcDNA hlgflr 
FcDNA hlgflr 
v Gene 
I ~ - - ~ -  
bq- 
5'-TGG ACA CIC CCA GAT GTG CA-3' 
5'-ACC ATB A6T ($C7 AAG €A-3' 1 
S'-c;TcTGT cAe GTA €%A ATA G-3' 
5'- TAC CCT l l C  AAC GAA CM OC-3' I 
5'-GAC TC.4 CCC AG& X G  T6T CCT TC-3' 
lR family 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fiiurel. Gene of JR, IRR, and cI1UUA 113-1R are amplified by using PCR with spe.aificprimers. 
Figure 2. Dot Blot Analysis of IR Family. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gambar 3. W f o t o  pa$ien DM dengan kelainan 5rwlin resewor, tanda panah menunjukkan 
penebalan kwlit. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Lampiran 5. Sertifilrat Laik Ethik 
KOMISI ETIK PENELITIAN KESEEIATAN 
FUULTAS KEBOKl'ERAN UNlWRSITAS BRAWAYA 
THE E T A T U  COMMIlTEE OF MEDIC41 RESEARCH 
rUEVICAL FACULTY- BRA WIJAYA UhWEWITP 
Ei.pt 
KEIERI\NGAN KELMKAN ERK 
('EMICAL CLEAAANCE") 
Nn: 143 /KEPK+KUE/EC/VI /2008 
KOMlSl EllK P E N W  KESEHATAN FAKULTAS KEWKTERAN UNNERSlTAS BRAWAY4 
SI3EW-l MEMPMPElAiPRl DENGAN SEKSAMA RANCANGAN P E N M A N  YANG D I U S U W ,  
O E W N  IN1 MuUyPg&&Y @ W A  W P N  DENGAN 
JUWL. WAlJSIS KUPlNAN NNGSl INSULIN RESEPTOR FAMILY SEMGAl PENANDA AWAL 
SMUALDYSFUNCTWJ PADA WlOERlTA DIABETES MELlJllkS 
UNIT / LEMWA/ TEMPAT PENNllAN : L B ~ o r i u m  Sentnrl llrnu HByatf Unlvtusitas 
Brawayll. R u m  Salrlt SEIMdllWRlr MBIBng$BFI 
hbwatorium ~loteimo~ogi - m-Serpang 
[unMt DNA sequencing) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
LEbBAR INFORMAS1 DAN PERSETUJUAN PASIEN UNTUK 
PENELITIAN GENETlK 
"ANALISIS KiiELA1NA.K FUNGSI INSULIN RESEPTOR FAMILY SEBACAI 
PENANDA AWN, SEXUAL-DISFUIVCTION PADA PENDERITA 
DIABETES MELLITUS" 
Study Code : 
Study Name : 
CentreNo. : 
Subject initials: 
I?nrolrnent Code: 
A& ditawarkan untuk ikut serta dalam penelitian. Scbelurn Anda memutuskan wtuk ikut se-ta, 
penting bagi An& untuk mengetahui latar belakang, rujuan penelitim ini, bagaimam data Anda 
aka digunakan, berbagai ptosdw dalam penelitian dan 111anfaat, resiko dm ketidaknymanan 
yang munglun ttirjadi. Kami mohon Anda menyediakan waktu untuk mernbaca Lernbar Infonnasi 
2an Persek~~iuan Paden ini s e w a  seksama dan mendiskusikannya h g a n  DoMw Peneliti Anda. 
Jika An& sedang iktt serta dalam salah swtu genelitian Lain, Anda tidak da@ ikut serta dalam 
penelisinn ini. 
Larar Bdakaog Dao Tujuan Dari Penelitian Gonetik 
Di d d m  tub& Anda tersusun azas sel-sel. Pada liap-tiup sel mengmhng mc14ekul yank disebut 
asrun dioksirihneukleat atdu DNA ymg membemtd p n  Anda. Gen +at mempengamhi 
pertumbuhan dan perkembsngan fungsi tub&. Prevalensi diabetes rnellitus (DM) s e a  global 
makin mcningkat dm berda.garkan laporan WHO Indonesia menempati ranking ke ernpat dunia. 
Resistensi insulin berperan ddam pato~anesis per.yctkit DM Predisposisi dari nwistmsi insulin 
tnempakan &pan f&r genetik dm lingkungati. Analisa peran reseplor insulin (Ir-lgflr-Irr) 
pang terkdt fakror genetik dan hubungannya dengan diabetes tel& bmyak dilrlkuknn pada hewen 
coba. Gem-cfisrupied p& Is-Wr-Irr pada individu ysng sama meny~babkan sex+eversal dari 
de-to-femoie sccara spontrln, ha1 ini diduga ketiga gen reseptor ini berpcran pada dlferensiasi 
sex. Selma ini, mual &@metion pada penderita DM selalu diwumsikan karena faktor 
lingkmgm b~~krur karena =tor genetik. Diduga abnormalitas dari gen lgflr, Ir, dm Irr secara 
simultm b e t h i 1  demgan sgxual &$mction ymg wtejadi pada DM. Tujuan penelitiam ini adalah 
luntqk mengetahui kelahui sex pada pendetita DM yang biasanya muncul setefah maw remaja 
atau davasa d a  perlu dibuat suatu nmker spesifik sebagai aiat deteksi dini, agar tindakan 
preventif bisa dilG?kuhl jwh sebelumnyz 
M a  dirninta untuk membikaa oontoh darah untuk pcnelitian genetik yang akan menentukan 
struktur DNA Anda dan yang akan rnembnntu kami u11tuk rner~deteksi szcasa dini kelainan sgksual 
y ~ n g  diakibatkan DM. Penelitian rang kami minta Anda untuk ikut se&a sekarang ini akan disebut 
'Pcnelitian Gerretik'. %mi menawarkan Anda $an pasien lain yang ikut sea dalam penelitian 
genetik untuk memberikw cuntoh darahnya karena kami in& melacak kalainan gen lyflr, Ir dan 
Irr dari pendmita DM dat~ konb-01; mengkmkterisasi shnomalitas pada insulin recepror family 
yaisu irwtr!in grawthfactor &pel receptor (Igfl r), insdin recc,>&r (h) d m  Zme1in receptor-reJaied 
receptor (Irr) dari pendedta DM dan konrrol; mengindentilikasi keIainan urukm gen Igflr, fr dan 
lrr dui !ceterkaitwya dengan gen penantu 'aki-laki seperti SRY dan menganalisis kelainan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
hamcra3. repmdnk~f 8-i aadrog~~b,testosteman dm ju ,g  gen-gen yang beperan d'alam reks 
difererisiasi. Peneli'tian gen& &i meM1iki likijuan jagi.!ka panjang y&tu wguk rnen&wi,kan 
p & m k  bnru qmifiY: orang I n h e s i a  sebagai alal derkkksi did kelaiman seksual yang 
di&i&a diabetes melitw hi lnenghas'ilcan teknfk analis+,$ m o t e W  yang akwat umtuk 
4 2 8 i r  pnyakit auto:imun. Kcmi ti& menggu~akan eonEoh daral~ yane! A h  hr?b, mtuk 
t u j w  lais. 
Apa yang Aksn Twjadi den- Qaya Jika Saya m e m a t u ~ h n  untuk Ilfut Serta? 
BiYa Anda memuk&an i h t  eerta, mrnberilran con1o.h d a d ,  kwi a h  memgambil sekitar 
$0 xnl dm& M a :  bQ d darah tawbut m w a  kin aka 8i,gunakaa mtuk d ' i s a  RNA (3 mi), 
m&m DNA (3 ml) dan d i , s a  protein (4 mt). RNA, DNA d m  cDNA a h  d$mbiI dari conkoh, 
darh M a  di laborw~iwm ,%z&d Tlmu H.ayati Uslibraw (LSIH-LIB) 'Malitng. Pads proses hi, 
sebagian basa colrtoh &ah digerg~lllaknn, akatn wtapi sebagian ked cantoh darah akan 
dishpan seb@ai 'cadangm' jika ada masnlah d a l m  pn~eriksaan RNA, DNA dm @DNA An& 
serta digwdsm wtuk penohtian p& .&up krikutnya. 
Contoh W., DNA d m  cDNA dm sisa con~oh darah A d u  akan disimpan b a m a  dengsn contah 
d a i  pasien laixmya di L.SiH-UB Malmg. WA,  DNA, cDNA dan o d o h  d a d  untuk penelitim 
genetik illi aim d i h a n ~ h n  setelah I5 tahun sejak berakhimya pnselitlan utana Ada 
kcmunp,uau A& mmih akm &ti- pada pswlktian tanjujutan dalam jan* &.u mebut. 
Apabb Bi@o dam Rasa Tid& Nyaman yang Mzrngkin Twjedi J i b  Ikut Sertn? 
&da akan mcmsa ~ d i k i t  xi& a y m  pada saal p ~ n y n n i b i h  d w h  yang djlakukw di vena 
periferai peh$am siku b@an dalarn Anda. 
A@& Kauntanlgsa yang MuagMm didrepat dari Ikwt Sr.rtP1 
Anda &wit menpetahui PI& tidakriys kclainan genctik yit~ty nlenycbabkaa Aadu mengalami DM 
d m  g8nggmn %bud.  Pone11tian ini depat memberi &'mhan@ih &lam pewahamam mengenai 
abnomdltas dsri &en i , r ,  ir, dan Inr . r t i  simul:$m kkaiG &R~%L mwl dysfuncti~n yang 
hcnya terjadi p&a. pendurita 'DM dim tidak terjadi p:da aaus  ~atolo.&s yang lainnya. Selain itu, 
An& 'bebas unUk m m m  ikut penelizian geletik 'ini ntau ti&. k d a  , h 1 ~ h  rnenolak umh& 
meuberikun contoh dwah kapmp11n tanpa sm!gsi :atnu ketii'lattgan manfwd gmg, sudah merupak~n 
huk Anda. 
Apakah Seya Mepwin~a Bayaran t~mtuk lkut S~r tu?  
Anda tid& alcm memerima prmbaycan unttlk ikut serta dalnm penelitim genetik ini. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Hak Apa yaup Saya Mil* untnk Melihat Ponclitian Oenetik dan Data Pribadi? 
~enelGiw imetik ini akan membcri Anda hasil pincriksaan Anda. Pihak pneliti tidak akmi 
m m k i k a n  h i 1  penelitian genetik ini pada pihak lain manapun s u n  kepade Anda. Anda juga 
berhak untuk rneminta pe&&m a~sbi la  da kesalah~n pada data pribadi Anda Bia  Anda bemiat 
.mbk me lak~ka~~  perbaikan maka hubunpi Doktcr penelifi ymg mombmtu Anda unttlk 
rnerlghuhungi pmeEiti dengaa sepa.  
Eak dps yanp Saya MiW Sehmbungan deqgen HasiJ Punelitian Geruetik? 
Infurmayi apal,m yang didapat secara langsung maupun lidak langsung dari penelitian genetik ini 
dan juga hak cipta, tcs dhgnostik, maupwan pnoduk biologik rang dihaSilkan SPCra langsmg 
mauyun tidak lmgsung -dati peneilith zenetik ini ailalah sepenuhnya &Ilk peneliti dan dapat 
d~pergmttkan pemasuran. Anda tidak mempunyai hak alas properti ini atau bagian dari keuntungan 
yang-diclw sel:;irs langsung maupun tidak icingsung sehgai b i l  penelitian genetik ini. Aka 
tetapi, dengau n:enandRtangani lembar infemasi dan pcrsetujugn pasien untuk penelitian genetik 
ini, dengan menieberikan snmpel darsh Anda wituk penelitian gcnetik, tidak menghilangkan hak 
Auda ymg whwn]*a  .4n& miiiki karena keikutsertaan Anda dalam penelitian ini. 
Tindakan Apakah yarYg Bambil untuk Mcmastikan Hasil Penelitian Genetik tersebut 
Bemifat Rnhasta? 
Persiapan khusus yang dilaktbh untuk memastikao bahwa penelitian genetik ini di~laksmakan 
dengan tingkat kerhhasiw ymg tinggi. Contoh darah Anda a!an di'timdsi sesuai dengan kode 
yang diberikan, tetagi tanpa data pribadi seperti nama Anda. Sebagai perlinduyan tambahan, 
RNA, DNA d m  cDNA ypng didapat dctri oontoh darah yang Anda berikan juga a h  diberi kode 
dan &an disimpan cfi tempat yaag aman. Bila hnda ber~bah~pikican merpgenai keikutsertaan Anda 
dahl penelitian genetitilr, czztatan tersebut akan me~nbantu kami dalam msnemukan contoh Anda 
dan mengbcurkaunya. CHtatan tersebut akan dihanclirkm setelah IS tahun setelah pnebtian 
t~tanla selesai, dan pada w&u ymg bmamaan cantoh RNA, DNA d m  cDNA dan sisa contah 
darah h c f a  ekar~ diha~~ctwkan. 
Pemberian k& pada wntoh darah dm hasiinya bertujuan untuk memwtikm bahwa hasil 
penrlitim genetik akm disibnpaa secara rahasia dengan cara menyimpan identitas Anda dan 
hasiinya secara tcrpisah. Harlya sedikit orang yang dapat menghubungkm identitas An& dan hasil 
dari penditian gene& atas DNA Anda, dpe hanya untuk slam busus. 
Dvpatksh Ssrya Mengnndurkrur Diri Dari Persetujunn S ~ y . 7  
h d a  boleh mngundurkae dirj h i  penelitian genetik ini kqanpun. Bilrr Anda memutuskan untuk 
inengundurkan diri, An& harus menghubungi Dokter Penellti atau orang lain yang tercantum uada 
- 
 emb bas Tnform~ai d m  ~ersetuj&n ~a8ien pnclitiat~, dan jG mmemungkinkan untuk 
menmdatangani dm mmberi fanggal pernyataan tersrhut (seperti ymg tertera pa& halaman 
temkhir Lembar I n F o ~ m i  dm Persetujuan Pasien untuk Penelitisn Ctenetik ini). Bila Anda 
mcngundurktin diri wbclam contoh dad1 Anda dikirim untuk p d t i a b  genotik, Dokter peneliti 
&an mengatw c .gz~~  wntoh darah tersebut diancurkan. Bila Anda mengundurkan din setelah 
eoutoh damh An& dikirim tmttlk penelitian genetik, pencliti d m  Dokter peneliti akan memastikan 
b&wa conioh dwah Anda dm DNA yang telah dianbil skan dihancurkan. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
SIA.PA YANG NARDS DDtHWBUNGI .JlKA MRNBU'i'lltiKAN fNFORMnSI TAMBAHAN 
AT4.U BANTUAN? 
Bila 4nda merr~pui~yii 3gertmyaan nlengenui penelitian ini. mobon menghubungi: 
I'enditi : Dra. Fafchiydi, M.Kes, Ph.D. 
Alarnat : l.~boratoriurn Sabtral llntu l 1 q 1 t 1  \Jn~ve~~s~li~s Uruwjaya (LSII-I-UIJI 
11. Valeran Mdang 65 143 
'felepon i HP : 83-li-559054 / 081 738 2776 
k 1  bila Anda mernp~knyai pertmyam taumlng hpk Anda sebagai pasien dalam pehnelitiw ini, Anda 
dapat menghubqgi: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
LEMBAR PERSETUJUAN PASIEN UNTUK 
PENELITIAN GENETIK 
"-4NALISIS KELAENAIV FUNGSI INSULIN RESEPTOR FAMILY SEBAGAI 
PEMANDA AWAL SEXUAL-DISFUNCTION PADA PENDERITA 
DIABETES MELLITUS" 
Sayn ..........., ..........................,.....( a subjek) tdah membaca dan saya mengcrti semua 
informasi pada Lembar Informasi dan Persetujuan Pasien untuk Penelitien Cenetik ini. 
Snya telnh diberi kesempntan nntuk bcrdiskusi (Ian lm-tanya. Semua pertanyaan saya telah 
dijawab dengan memunskau. Saya dengan suka rclu menyetujui untuk ikut scrta dalam 
penelitian genetik ini. Saya mengetahui bahwa say. akttn menerima salinan dari pernyataan 
penctujuan ini. 
Dengan menandatangant Lembar lnfor~nnsi dun I'ersetujttau Pasien unthk Penclitian 
Genetik ini don ikut serta dnlam pqnelitian genatik h i ,  saya tidak menyerahkan hak hul<um 
npapun yling saya miliki scbagai subjek dalam pencl;tiun. Saya mcngijinkan penpmbilan, 
peng@mrran den prmaparan infonnasi kesehatan says sesuai dengan yang tercrrntum dalam 
Lernbar lnformani dsn Persctujnan Pavicn untuk Pcnclitian Genetik ini 
.................................... ., ........................... 
Tanda Wgm sublek . 
Untuk ditaadatangsni dan diberi tuhggal olelr subjek 
Nmoa Sllbjek (HURUF KAPITAL) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Perrnintaan m#xk P*,ngunduran Diri Yerwthjuan 
Ya, saga ingin mengundurkan dfri dari persetujunn says nntuk mengikuti penelitian genetik 
ini. 
Tan& Tangan Subjek 
Unfuk ditandataagani dan diberi tanggal oleh subjek 
................................................................ 
Nama Orang png kfenerimn 
Pengundm Di Psizn (IIURUF KUPITAL) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
FORMULtR DATA RESPONDEN UNTUM PEMELITIAN 
&aliei$ Eelaiaan Funggi Insulih Resopfor Furnily Scbagai Penrndtr Awal Sexual- 
Dysfuntian Pada Pcnderitn Diabetes Mellitns 
2008 
I-?=---- 
Dengan ini kwni memohon kexdiaun Uopuk untwk rncng~si ibrmulir bcrikul d ima~~n  dsla yorlg 
Bapak sampaikan HANYA a h  digunal.;an urtuk keberlangsun&an penelitian ir i dm '1'IIJt\I< 
akan digunakan untuk kepentingm lainnya. Adupun dakn yeng Bapnk sanptikan akan kaini jnga 
kerahasiaannya. 
Nama 
Umur 
Lama Menikah : (. 2 bhun 
Jumlah Anak : ( . ) orang 
No te l~pon  ri..nah : ( ) 
No handphone -- 
Tanda tangan : 
Tanggal 
Kami ueapkan tsrima kasih atas kesedictan Bapak unruk mclnbantu kalni dslam penelitian ini. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
